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論文内容の要旨
本論文は，放線菌細胞内において構造的・分配的に安定に保持されるプラスミドベクターの開発に必要な基礎的情
報を得るために，放線菌由来プラスミド p8N22の複製機構を解明することを目的として行った一連の研究をまとめ
たもので，序章， 4 章および終章からなっている o
序章では p8N22を含めた放線菌プラスミドの複製機構に関する研究の現状について述べるとともに，本論文の目
的について述べている。
第一章では， p8N22の複製時における一本鎖 DNA 中間体上の複製開始点， single strand origin (880) 領域を限
定し，同領域について解析した結果を述べている o 同定した 880， ss01の領域内に，他の放線菌プラスミドの 880
領域の DNA 塩基配列と高い相向性を示す，約170bp の配列を発見している o
第二章では，以前に報告された， p8N22の接合伝達遺伝子領域内の約O.5kbp の断片の持つ 880 活性について解析
した結果を述べている o この断片は p8N22の複製必須領域に対し，プラスミド上での向きとは逆に組み込まれたと
きに 880 活性を示した。断片内には 2 つの 880， ss02および ss03が存在し，これら 880 の DNA 塩基配列から予測
されるステム・ルーフ。構造上には， Stα']Jhylococcus 等のプラスミドの 880 に見られる保存配列が存在することを示
している。
第三章では， p8N22の二本鎖 DNA 時における複製開始点， double strand origin (D80) 領域の DNA 塩基配列を
調べた結果について述べている。同領域内に， p8N22が属するグラム陽性菌由来プラスミド pC194グループにおいて
保存されたニッキング部位(プラスミドの持つ Rep タンパク質が D80 に結合した後，切れ目を入れる部位)の配列
を発見したことを述べている。この配列内部に点突然変異を導入したところ，プラスミドの複製能が失われたことを
述べている。
第四章では， 880 を持たないプラスミドが，宿主 Streptomyces lividαns 内で複製し安定に保持される機構につい
て解析し他の原核生物における既知の機構と比較した結果を述べているo プラスミドの複製中間体一本鎖 DNA か
ら二本鎖 DNA への複製が， 880 非依存のプライマ一合成によって開始され， その機構が Escherichiα coli で“gen­
eral priming" と呼ばれる機構と類似していることを， S. lividαns の無細胞系抽出液を用いた in vitro での解析によ
り示している D
終章では，以上の結果を要約し，本研究で得られた主たる結論を総括するとともに，将来の展望について述べているo
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論文審査の結果の要旨
細胞質遺伝子プラスミドの複製機構を知ることは，遺伝形質の安定性解析や工業的優良株の育種において重要であ
る o しかし，プラスミドの複製機構の解析は大腸菌など限られた細菌で研究されており，抗生物質生産等において工
業的に重要な微生物である放線菌のプラスミドの複製については，わずかな知見しか得られておらずプラスミドベク
ターの開発が遅れている o 本論文は，放線菌 Streptomyces nigrifaciens 由来の接合伝達フ。ラスミド pSN22の複製に
ついて，分子生物学的手法を用いて解析を行ったものであり，以下に要約するように，いくつかの新しい事実を見い
出すとともに，二，三の重要な提案を行っている o
(1) プラスミド pSN22がローリングサークル型の複製を行うことを確かめ，一本鎖プラスミドの複製開始点の領域
限定を行い，その塩基配列の一次・二次構造を解析した。このような複製領域の詳細な解析は，放線菌プラスミド
においてはじめてである。
(2) さらに，二本鎖プラスミドの複製開始点におけるニッキング部位の塩基配列が，他のグラム陽性菌プラスミドの
保存配列と異なるにも関わらず，その配列が複製に必須であることを，突然変異解析によりはじめて示した。
(3) 放線菌の遺伝子操作に用いられる宿主として著名な Streptomyces lividans において，プラスミドは一本鎖時の
複製開始点を欠く場合も複製できる o この時，複製開始のプライマ一合成機構は，同じグラム陽性菌 Stα:phylococ­
cus αureus でよく研究されている RNA ポリメラーゼによるものではなく，むしろグラム陰性菌 E. coli の general
priming と呼ばれる機構と類似することを明らかにした。
以上のように，本論文は，放線菌プラスミドの複製機構に関する新しい提案を行っており，微生物学ならびに微生
物遺伝学に貢献するところが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認めるo
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